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論 文 内 容 要 旨
第1章 緒論
0ηρ亡03poガd加加原虫はアピコンプ レックス門、 コクシジウム目
に属す る脊椎動物を宿主 とす る寄生性原虫である。 この原虫は1907
年に実験用マ ウス より最初に発見 され、その後、様 々な脊椎動物か
ら分離 され多 くの種名 が提唱 されたが、現在有効 と考 えられている
種は13種 である(表1-1)。 この原虫は中間宿主をとらない一宿主性
で、オーシス トが宿主動物 に経 口的に摂取 され る とオーシス トに4
個含 まれる無性世代の虫体である単相(n)の スポロゾイ トが遊出し、
これが宿主の消化管微絨毛に接着侵入す る。微絨毛 内でメロン ト、
メロゾイ ト、雄性体の ミクロガモン ト、雌性体のマ クロガモ ン トが
形成 され、ミ クロガモン トか ら遊出 した ミクロガ メー トがマクロガ
モン トに接合す ることによって複相(2n)の ザイ ゴー トとなる。ザ
イゴー ト中で減数分裂が起こって4個 のスポロゾイ トを含むオーシ
ス トが形成 され,薄 壁オーシス トは消化管内で再感染 し、厚壁オー
シス トは糞 と共に体外に排 出されて、新 たな宿主に感染する。
この原 虫はヒ トや ウシの下痢症 の原因 とな り、AIDSな どの免疫
不全患者では致死的 あ り、畜産分野のみな らず公 衆衛生上 も重要な
病原体である。
ウシか ら分離 され るOryp亡05po酉dゴ ㎜ 原 虫は腸管感染型 のo
par四 皿と第四胃に感染す る α 卿ガ3型 がある。 この σ 加ひガ5型 の
オーシス トは米国や 日本 をは じめとして広 く報告 されてい るが、そ
の病原性や伝播様式はほ とんど知 られていない。そこで本研究では、
ウシの0刎 ガ5型 オーシス トを対象 として調査を行い、その分離株
の感染性や病原性 な どの生物学的特性 に加 えて、遺伝子解析 を行 っ
た。 また 日本国内で分離継代 されてい る αP∂r四 伍}冊 寸 株 の遺伝
子解析を行い、Cryp加5porゴd加m原 虫の分子系統学的解析を行 った1
一30一
表1-1.現 在 有 効 と され て い る 〔=ryp古osporfdゴ 囎 種
種名
初記載の
















































6*;ラ ッ ト、 ハ イ ラ ッ クス 、 ネ コ、 ラ ク ダ、 ヒ ト、 ウサ ギ
10**;ヒ ト、 ウ シ、 シカ 、 フェ レ ッ ト、 ブ タ 、サ ル 、
カ ン ガル ー 、 コ ア ラ、 イ ヌ 、 コ ウモ リ
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第2章 放 牧 牛 か らのCryptosporゴdゴ ㎜ 原 虫 の 分 離
ウシ 第 四 胃 に感 染 す る大 型 オ ー シ ス トは σ 加ロrゴ5また は αmロrゴ5
様 オ ー シ ス トと呼 ばれ て い たが 、Lindsayら(2000)は ウシ 由来 のC
加ロが5様 オ ー シ ス トを0加 ロが5と は 異 な る新 種 で あ る と し、 α
aηdθτ50ηゴ を提 唱 した。 しか し、 ウシか ら分 離 され る大 型 オ ー シ ス ト
がす べ て α ∂磁 θr50加 で あ るの か 、Oaηdθr50加 の 中 に もサ ブ ポ ピ
ュ レー シ ョンが あ るのか は 明確 に され て い ない 。
本 章 で は放 牧牛 のOryp亡05poガdj㎜ の浸 潤 状況 を調 査 し、 ウシ に
対 す る病 原 性 、 分 離 した オ ー シ ス トの形 態 、 生 物 学 的 性 状 解 析 お よ
び遺 伝 子 解 析 を行 い、当研 究 室 で継 代 維 持 して い る ドブネ ズ ミ由来d
田αガ ε1郡66株 と比較 をす る こ とで この原 虫 の 特 徴 を 明 らか にす る こ
とに した。
2000年 か ら2002年 にか けて東 北 大 学 大 学 院農 学研 究 科 附属複 合
生 態 フ ィー ル ド教 育研 究 セ ンタ ー の六 角 牧 区 お よび桂 清 水 牧 区 に放
牧 され て い る放 牧 牛 よ り直 腸 便 を採 取 しシ ョ糖 浮 遊 法 に よ っ てオ ー
シ ス トを検 出 した。2000年 の糞便 検 査 で は成 牛 とそ の年 に 生 まれ た
子 牛 よ りオ ー シ ス トを検 出 し、2001年 、2002年 の糞 便 検 査 で は継 続
して放 牧 され た 陽 性 牛 を 除 く とそ の 年 に 生 まれ た子 牛 か らの み オ ー
シ ス トを検 出 した(表2-1)。 これ らの ウシ の 多 くは持 続 的 にオ ー シ
ス トを排 出 し続 け た。 体 重 増加 は オ ー シ ス ト陰 性 牛 と比 較 して 低 い
もの も見 られ た。 陽 性 子 牛 の母 牛 か らは オ ー シ ス トは 検 出 され な か
っ た。陽性 牛 と2ヵ 月 間 同居 させ て も他 の牛 へ の感 染 は認 め られ ず 、
新 生 牛 に 対 して オ ー シ ス トを経 口接 種 して も感 染 は成 立 しなか っ た。
オ ー シ ス トを排 出 して い る成 牛 の第 四 胃でOrypto5poガd加 加 の感 染
が観 察 され た 。 これ らの こ とか ら、 本 原 虫 は垂 直 感 染 お よび 水 平 感
染 しに くい も の の 、 持 続 感 染 牛 を通 じて新 生 牛 へ の感 染 が 成 立す る
もの と考 え られ た。
分 離 オー シ ス トは 当研 究 室 の継 代株0.刎 酉5RN66株 よ りも有 意
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に小 さ く σP∂rv㎜ 田U-1株 よ り も有 意 に 大 き か っ た 。 ま たSCIDマ
ウ ス に 対 し て 感 染 が 成 立 す る こ と が 明 か と な っ た 。 リ ボ ソ ー ム
RNA(18SrRNA)、 熱 シ ョ ッ ク タ ンパ ク(HSP70) 、 オ ー シ ス ト壁 タ ン パ
ク(COWP)を 用 い た 遺 伝 子:解 析 を行 っ た と こ ろ 、分 離 オ ー シ ス トのDNA
配 列 は α 卿rゴ5RN66株 や σparγ ㎜mqJ-1株 の も の と は 一 部 異 な
り、GenBankに 登 録 され た0』 ロrゴ5ウ シgenotypeと100%一 致 した。
c∂ ηdθ∬oη ゴ で は 遺 伝 子 の 一 部 が 発 表 され て い る ぎ け で あ っ た が 、
そ の 配 列 と も100%一 致 した 。 オ ー シ ス トサ イ ズ が 一 致 し、 ウ シ の 第
四 胃 に感 染 し、 遺 伝 子 配 列 が 一 致 す る こ とか ら とaηdθrso加 と同 定
し、 マ ウス へ の 感 染 性 が 異 な る こ と か ら新 型 と考 え そo .aηdθr50加
Kawatabistrainと 命 名 した(表2-2)。
.














































































nd:検 査せず,bb:出 生前,d:死 亡
2001年 度糞 便検 査
ウシ番号 生昂月日.
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表2-2.川 渡分離株 と他 の近縁種の比 較





















(SLID) (Youngmice) (ICRβALB/cβCm,γ 一玉NF・KO)
ウシ第四胃での感染性 十 nd nd 十
轟d:公表データな し
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第3章Oryp如5porゴ ゴ加加原 虫の遺 伝子解 析 と分 類
PCRな どの分 子 生 物 学 的手 法 に よ り微 量 の サ ンプル か ら微 生 物 の塩
基 配列 を決 定 す る こ とが 可能 に な り、.Ozyρ加5por∫d加 加 種 の分 類 、 同
定 に も応 用 され る よ うに な っ た。 こ の 塩 基 配 列 の 違 い と種 ま た は
genotypeの 関係 は現 在 もOryp亡05porゴ ゴ加翅 種 の分 類:にお い て議 論 さ
れ てい る。
本 章 で は 日本 で 分 離 され 当研 究室 で継 代 し℃ い る σparγ α加}姻J-1
株 お よびC忽 ロrゴ51個66株 、前述 の α ∂刀dθrso加Kawatabi株 、 宮
城 県 内 で捕 獲 され た イ ヌ よ り分 離 した σparγ ㎜ 様 オ ー シ ス トにつ
い て 種 々 の 遺 伝 子 の 塩 基 .配列 を 決 定 し、 そ れ ら を 用 い て
Oryp宕05poガdゴ ロ加種 の 進 化 に つ い て 考 察 し た 。
σpar四 加HNJ-1株 は18Srl《NA、HSP70、CO冊 、Thrombospondinrelated
adhesiveproteinofCryptosporidium-1,2(TRAP-C1,TRAP-C2),
Polythreonineregion(Poly-T)、 α一チ ュ ー ブ リ ン(α 一tubulin)、
β一チ ュ ー ブ リ ン(β 一tubulin)、 ペ プ チ ド伸 長 因 子1α(EF-1α)、 σ
刎 頁5RN66株 は18SrRNA、HSP70、CO冊 、ア ク チ ン 遺 伝 子 、αaηdθr50ηf
Kawatabi株 は18SrRNA28SrRNA、HSP70、CO冊 、 ア ク チ ン 遺 伝 子 、
捕 獲 さ れ た イ ヌ 由 来 の 分 離 株 は18SrRNAに つ い て 塩 基 配 列 を 決 定 し
た 。 決 定 した 塩 基 配 列 は 既 報 の 遺 伝 子 と 比 較 し た 。
Cparvα 血 田J-1株 はT鯉 一qで 同 義 置i換 、beta-tubulinのexQn2
の 配 列 で 非 同 義 置i換 が 見 られ た が 、18SrRNA、CO冊 、TRAP-C1、TRAP-C2
に つ い て は 既 報 の αp∂r四 加gen。type2と100%一 致 し て い た 。Poly-T、
α一tubulin、EF-1α はgenotype不 明 と さ れ る 既 報 のCparvα 忽 の 遺
伝 子 の 塩 基 配 列 と100%一 致 し て い た(表3-1)。 イ ヌ よ り分 離 し た α
p∂rvα 加 様 オ ー シ ス トの18SrRNAは 既 報 の0,p∂r四 切 イ ヌgenotype
(Fayerら(2001)が 新 種 σc∂ ηお と提 唱)と 塩 基 配 列 の 違 い が 確
認 さ れ た 。18SrRNA遺 伝 子 を 基 づ い て 構 築 し た 系 統 樹 で は αp∂r田 加
HNJ-1株 は ヒ ト と ウ シ な ど の 他 動 物 を 宿 主 と し 、 ヒ トーウ シ 間 な ど で
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感 染 が 伝 播 す る タイ プ で あ るgenotype2の ク ラ ス タ ー に、 イ ヌ よ り
分離 したCpar田m様 オ ー シス トは σP∂.rγロ加イヌgenotypeの ク ラ
ス ター に それ ぞ れ 属 した(図3-1)。
18S、28S『rRNA遺 伝 子 につ い て他 の コク シ ジ ウム原 虫 との比 較 を
行 った。 系 統 樹 解 析 の結 果 、Cryp亡05poガd加 加 原 虫 は他 の コクシ ジ ウ
ムで あ る β抽 θrゴa、1505pora、5∂ τCOOγ5だ5、70×OPヱa5盈∂、Nθ05por∂、
舶 ㎜ondゴ ∂ とは別 の ク ラス ター を形 成 し、進 化 の過 程 で 早;期に分 岐 し
た こ とを支 持 す る結 果 が得 られ た(図3-2、 図3-3)。
次 に αyp亡05porゴd加 原 虫種 間 の 比 較 を行 っ た。18SrRNA遺 伝 子 、
HSP70遺 伝 子 、CO冊 遺 伝 子 の塩 基 配 列 よ り構 築 した 系 統 樹 、 お よび
ア ク チ ン遺 伝 子 よ り推 定 され た ア ミ ノ酸 配 列 を も と に構 築 した 系 統
樹 に お い て 胃 に感 染 す る種 と腸 管 に感 染 す る種 は 明確 に異 な る ク ラ
ス ター を形 成 した。 しか しニ ワ トリの気 管 に感 染 す る0.わ ∂ゴヱθアゴ は
HSP70の 塩 基 配 列 を も とに構 築 した 系 統樹 で 胃 に感 染 す る種 とク ラス
ター 内 に位 置 した。(図3-4、 図3-5、 図3-6、 図3-7)。 腸 管 に感 染
す る種 にっ い て σpa押 ㎜ は ヒ トの み を宿 主 と して ヒ トか ら ヒ トへ
感 染 が伝 播 す るタイ プ で あ るgenotype1と ヒ トと ウシ な どの他 動 物
を宿 主 と し、 ヒ トーウシ な どの動 物 で感 染 が 伝 播 す る タ イ プ で あ る
genotype2は そ れ ぞ れ ク ラ ス ター を形 成 し、 これ らは 同 一 の祖 先 種
か らそ れ ぞれ の タ イ プ に 進 化 した こ とを支 持 す る結 果 が 全 て の 系 統
樹 か ら得 られ た 。胃に感 染 す る種 で は α 加ロrj5と α ∂ηdersoη」は18S
r盟A、HSP70、CO冊 遺 伝 子 を も とに構 築 した 系 統 樹 で ク ラス ター を形
成 した が 、 ア ク チ ン タ ンパ ク の ア ミ ノ酸 配 列 を も とに構 築 した 系 統
樹 で は σande∬oη ∫が ア ウ トグル ー プ とな り、Cmuガsと ヘ ビに感
染 す る α5θ ヱ:ρθη亡ゴ3と が ク ラ ス タ ー を 形 成 した 。 こ の こ とは0,
aηdθ∬oηゴ が α 刎 ガ5と は 明確 に異 な る種 で あ る こ とを示 唆 して い
た。
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図3-1.18SrRNA遺 伝 子 に 基づ い た
NJ法 に よ る αparvロ 耐 珊 一1株 、 イ ヌ 分離 株 お よび














図'3-2.18Sr脳A遺 伝 子 に基づ い た
NJ法 に よ る α・yp加εporfdj吻 原 虫






















図3-3.28S.rRNA遺 伝 子 に基 づ い た






図3-4。18Sr梱A遺 伝 子 に基 づ い た


































図3-5、HSP70遺 伝 子 に基 づ い た










図3-6.COWP遺 伝 子 に 基 づ い た
































各 系統樹でブー トス トラ ップ
1000回 行い分岐 の信 頼性 を得た。
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要約
1、 放 牧 牛 か ら σ 憩ロ酉5と σp∂rγu加 のオ ー シ ス トの 中間 サ イ ズ を持 つ
オ ー シス トを分 離 した。
2、 本 原 虫の感 染 部 位 は第 四 胃 で あ りぐ 子 牛 か ら検 出 され る もの の そ
の感 染 性 は低 い こ とが明 らか とな った。
3、 感 染 牛 は持 続 的 に オ ー シ ス トを排 出 す る もの の、 垂 直 感 染 や 水 平
感 染 は しに くい こ とが明 らか とな った。
4、 遺 伝 子配 列 で は α 切頗5ウ シ株 お よび αaηdθ ∬oηゴと酷似 す る
も の の 、SCIDマ ウス に対 す る感 染性 が 異 な っ た。
5、 以 上 の こ とか ら本 原 虫を新 タイ プ と して σaηdθr80nゴKawatabi株
と命 名 した。
6、 花 山村 で捕 獲 され た イ ヌ よ り分 離 した ク リプ トス ポ リジ ウム は既
報 のCpar四 超 イ ヌ株 とは一 部 の塩 基 配 列 が 異 なる こ とが 明 らか
とな った。
7、 σ ∂ηdθr50加 の18S、28SrRNA、HSP70、COWP、 ア ク チ ン タ ンパ
ク の 遺 伝 子 の配 列 を 明 らか に し、 αyp亡05poガd加 加 属 の 中で 胃感
染 種 の グル ー プ に 属す るが0.加 ロr15と は明 確 に 区別 され る こ と
が 明 らか とな っ た。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
cりp嬬 ρor擁κ彫原 虫 は 人 獣 共 通 の 感 染 症 の 病 原 体 と し て 知 られ て い る。 ウ シ に 感 染 す る
Cりp姻 ρor雌κ配 として はCρor曜 配,C配 μ廊 または.C〃2κ廊 タイ プ,お よびCα 雇8r∫0η∫が知 られてい る
が,Cpσr四 配 以外 の種に関 してはそ の詳細 は明 らかではない。そ こで,論 文提出者は この ウシに寄生
す る種 に興 味を持 ち,そ の病 原性,宿 主域,伝 播様 式,遺 伝子 に関 して広範かつ詳細 な解析 を行 った。
東 北大学大学 院農学研究 科附属複 合生態 フィール ド教 育砺究セ ンター の放牧 牛 につ いて2000年 か
ら2002年 にか けて糞 便検査 を行 った。Cり 勿o卿or'伽 吻 のオー シス トを排 出す る新生牛 は毎年 検 出 さ
れ た。20ヵ 月間観察 したが持続的 に全期 間オーシス トを排 出 し続 ける個体 もいた。陽性牛 の臓器 を検
査 した結果,第 四 胃か らのみ原 虫 を検 出 した。 陽性牛 の母 ウシはすべてオー シス ト陰性 で あった。新
生牛 に対す るオー シス ト経 口接種 試験で は感染 は成立せず,Cり 勿05ρoガ伽 配 陽性牛 と陰性牛 との 同居
試験 で も感 染 は成立 しなかった。 これ らのこ とか ら,垂 直感 染お よび水平感染 の可能性 は低い こ とが
示唆 され た。オー シス トを持続 的に排 泄す る子牛 の申には増体 が低い傾 向を示す個体 もいたが,有 意
な ものではな く,本 原 虫の感染 に よる子牛の増体に対す る影響 は少ない もの と考 えられた。
陽性牛 の糞 便 か ら分離 したオー シス トは大阪 の ドブネズ ミ由来 のC耀 廊RN66株 に よ り有 意 に小
さく,ヒ ト由来 のCρ αp槻配HNJ1よ りも有 意 に大 きか った。川 渡分 離株 はSCIDマ ウス に対 し感 染
性 を示 したが その プ レパ テ ン トピ リオ ドはC〃2μ7f∫RN66株 の6日 に対 し14日 で あ った。分 離株 の
18SrRNA,HSP70,COWP遺 伝 子 の塩 基配列 は既報 のC那 副 ∫ウシge皿otypeの 塩基配 列,お よび部分
的に登録 され てい るC.飢dθr30η'の185rRNAお よびCOWP遺 伝子領域 と100%一 致 してい た。オー シ.
ス トサイズ,遺 伝子解析 の結果か ら分離オー シス トはC伽48r∫oπ ∫と一致 していたが,SCIDマ ウスに
対す る感染症 が既 報 のc飢46r30η ∫と特徴 を異 に していた。 これ らの結果か ら分離をcα 掘θz∫oη∫の新
しい株 と考 え,Cα η4θ武∫oη'Kawatabistrain(Cα 雇θr∫oη∫Kawatabi株)と 命名 した。
18SrRNA遺 伝子 を標的 とす るPCR-DGGE法 を使 うこ とに よ り,目 本 で分離 されたCpαrvμ 〃2HNH
株,C〃2姻3RN66株,C伽4θr∫oη ∫Kawatabi株,ア カネズ ミよ り分離 したC脚 ア'∫様原 虫を明確に 区別
す る ことに成功 した。
Cραr四醒HNJ-1株 の複数遺伝 子 の塩 基配列 を決 定 し,こ の株 はウシな どの多 くの動 物 に感 染す る
genotype2に 属す る株 に最 も近 い こ とが示 され た。宮城 県内で捕獲 され たイ ヌか らオー シス トを分離
したが,こ の原 虫の18SrRNA遺 伝 子 の塩基配列 は既報 のCpα 脚 醒イ ヌgenotype(C.canis)と 高い相
同性 を示 した。これ らのこ とよ りPCR-DGGE法 は短い鎖長のPCR産 物 を使 ったCりp∫oερorf伽配の種 ・
株 の区別 には有効 な方法 であるこ と,株 の特異性 は多 くの遺伝 子や長い鎖長 の塩基配列 を用い るこ と
によ り可能 であるこ とを見出 した。
C侃46r∫oη'Kawatab童 株 に関 して,さ らに28SrRNA遺 伝子 の塩基配 列 を決 定 し,上 記 の18SrRNA,
HSP70,COWP,ア クチ ンタ ンパ クの遺伝 子 の塩基 配列 を加 えて,Cり 少'oερor∫4伽2の分類 と進化 を考
察 した。(スραr四配 はgenotypelと2に 分 け られ てい るが,こ れ らの2タ イ プは近 い関係 にある ことを
明 らかに し,こ れ らを単一 の種 として,他 の動物 由来 のCpα7w配 を別種 として扱い うることを示 した。
また,cりp嬬 ρor∫伽 班 はコクシジ ウム原 虫の進化 の過程 で早期 に他 の原虫 とは分岐 レ,宿 主動 物お よ
び感染部位 に適応 した形で分化 し,現 在 の種形成 に至 った こ とを指示す る結果 を得た。
本 論文 はcα 加[θr∫oη∫の感 染性 お よび病 原性,遺 伝子 を細部 にわ たって解析 して新 しい型で ある こ
とを明確 に示す と ともに,わ が国の標 準的 な株 であるCpαr協 配HNJ-1株 お よび(二〃2厩3RN66株 の詳
しい遺伝 子解析 を行 って,前 者 がgenotype2に 属 す る新 しい型で ある ことを示 した。 また,こ れ らの
遺伝子解析結果 を元 にCり 伊o∫por娩 κ配原 虫の分類お よび進化 に関す る新 たな提 言 も行 った。本研 究は
フィール ド調査 か ら感 染実験お よび遺伝子解 析 まで広範かっ精密 に研 究を展開 した ものであ り,博 士
(農学)の 学位 を授与す るに値す る と判定 した。
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